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RESUMEN: La caracterización de especies silvestres del género Nicotiana resulta de gran interés en los
programas de mejoramiento genético de la especie Nicotiana tabacum L. ya que pueden ser empleadas
como fuente de genes de resistencia a plagas, a la vez que permiten incrementar la variabilidad genética
en la única especie comercial del género en el país. El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la
variabilidad genética en 10 especies del banco de germoplasma del género Nicotiana en Cuba, mediante
el análisis de nueve sistemas isoenzimáticos y las proteínas totales. Se emplearon los sistemas peroxidasas,
polifenoloxidasas, esterasas,  anhidrasa carbónica, superóxido dismutasa, diaforasa, fosfatasas ácidas,
fosfatasas alcalinas, enzima málica, así como las proteínas totales. Se realizaron las electroforesis en geles
de poliacrilamida (PAGE) en lámina vertical. El grado de polimorfismo total entre las especies para los
sistemas estudiados fue de un 92,7%, siendo los sistemas peroxidasas, fosfatasas ácidas y enzima málica
los más polimórficos con un 100%. Estos sistemas junto a las fosfatasas alcalinas y las proteínas totales
fueron los de mayor importancia en la identificación y caracterización de estas especies por presentar
patrones de bandas propios para cada una de ellas. Este resultado constituye el primer estudio isoenzimático
en especies silvestres del banco de germoplasma del género Nicotiana en nuestro país, lo que permitió
conocer el grado de variabilidad presente en dichas especies.
(Palabras clave: Nicotiana; diversidad genética; polimorfismo; marcadores bioquímicos)
GENETIC DIVERSITY OF WILD SPECIES OF Nicotiana genus I: CHARACTERIZATION
USING BIOCHEMICAL MARKERS
ABSTRACT: The characterization of wild species of the genus Nicotiana is very important for the genetic
breeding programs of Nicotiana tabacum L. because they can be a source of pest resistance genes to increase
the genetic variability in the only commercial species of this genus in Cuba. The objective of this work
was to characterize the genetic variability in ten species of the Nicotiana genus of the germoplasm bank
in Cuba through the analysis of nine isozyme systems and total proteins. The isozymes assayed were
peroxidase, polyphenol oxidase, esterase, carbonic anhidrase, superoxide dismutase, diaphorase, acid
phosphatase, alkaline phosphatase and malic enzyme, as well as total proteins. Isozyme electrophoresis
was performed on vertical slab polyacrylamide gels (PAGE). The total polymorphism level among species
in the systems studied was 92,7%, where the most polymorphic systems were peroxidase, acid phosphatase
and malic enzyme with  100%. These polymorphic systems, jointly with alkaline phosphatase and total
protein, were the most important markers for the identification and characterization of Nicotiana species
since they allowed distinguishing band patterns for each of them. This result is a first approach to the
isozyme studies in wild species from the germoplasm bank in Cuba, leading to the knowledge of the
variability level of those species.
(Key words: Nicotiana; genetic diversity; polymorphism; biochemical markers)
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INTRODUCCIÓN
En el curso de la historia los recursos fitogenéticos
han contribuido a la estabil idad de los
agroecosistemas, proporcionando la materia prima
fundamental para el surgimiento del fitomejoramiento
científico moderno. En este sentido, los bancos de
germoplasma surgen como una respuesta a la nece-
sidad de conservar el patrimonio genético vegetal. La
caracterización de la variabilidad genética contenida
en ellos constituye un factor decisivo para garantizar
su utilización eficiente y racional en los programas de
mejoramiento genético (1,2).
El género Nicotiana es un miembro de la familia
Solanaceae y se ha dividido en tres subgéneros
(Rustica, Tabacum y Petunioides), los que contienen
alrededor de 76 especies reconocidas (3,4). De ellas,
Nicotiana tabacum L. y Nicotiana rustica L. son las
únicas especies cultivadas comercialmente en el
mundo, el resto son consideradas como silvestres y
la mayoría poseen caracteres morfológicos muy dife-
rentes a los de las variedades comerciales. Sin em-
bargo, estas especies silvestres conservan genes de
resistencia a plagas, así como para rasgos cualita-
tivos y fitoquímicos importantes que no están presen-
tes en las variedades cultivadas (5).
Se ha encontrado una pérdida considerable de la
variabilidad genética en las variedades comerciales,
detectada mediante estudios isoenzimáticos y de
marcadores moleculares de ADN (6,7,8,9); debido
fundamentalmente a la preferencia de los cultivado-
res  por determinadas variedades, a los métodos uti-
lizados en la obtención de las mismas a partir de pro-
genitores comunes y a la selección artificial continua
a favor de aquellos caracteres de interés comercial
(9,10). En tal sentido, las especies silvestres ofrecen
un potencial genético para su empleo en los progra-
mas de mejoramiento con el fin de introducir genes
de resistencia a plagas como la pata prieta
(Phytophthora parasitica var. nicotianae Breda de
Haan), moho azul  (Peronospora hyosciamy f.sp
tabacina Adam) (11,12,13), además de contribuir a
incrementar la variabilidad genética de las varieda-
des comerciales.
Para el estudio de la variabilidad genética entre
individuos se han utilizado varios tipos de marcado-
res: morfológicos, isoenzimas, proteínas y marcado-
res basados en ADN, siendo las isoenzimas los pri-
meros marcadores moleculares que se emplearon en
la mejora genética con múltiples aplicaciones
(14,15,16). Las isoenzimas son marcadores general-
mente codominantes, fenotípicamente neutros y la
metodología empleada para su análisis es rápida,
sencilla y económica (16,17,18).
El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la
variabilidad genética en 10 especies del banco de
germoplasma del género Nicotiana en Cuba, mediante
el análisis de nueve sistemas isoenzimáticos y las
proteínas totales.
MATERIALES Y MÉTODOS
Se estudiaron diez especies silvestes del género
Nicotiana de diferentes subgéneros, secciones y orí-
genes (4), pertenecientes al banco de germoplasma
de la Estación Experimental de Tabaco de Cabaiguán
ubicado en la provincia de Sancti Spíritus (Tabla 1).
Las semillas de cada especie se sembraron en
bandejas de poliestireno expandido con alvéolos
TABLA 1. Especies silvestres evaluadas./ Wild species evaluated 
 
 
Subgénero 
 
Secciones 
 
Nombre científico 
No 
identificación 
colección 
Número 
cromosómico 
Alatae  Nicotiana alata Link et Otto  98 2n=18 
Alatae  Nicotiana longiflora Cav  94 2n=20 
Suaveolentes  Nicotiana debneyi  Domin  102 2n=48 
Suaveolentes  Nicotiana ingulba Black  109 2n=40 
Suaveolentes  Nicotiana megalosiphon Van Huerck and 
Mull. Arg. 
127 2n=40 
Suaveolentes  Nicotiana suaveolens Lhem  117 2n=32 
Suaveolentes  Nicotiana velutina Wheelen  124 2n=32 
Trigonopyllae  Nicotiana trigonophylla Dunal  113 2n=24 
 
 
 
 
Petunioide  
Undulatae  Nicotiana glutinosa L.  99 2n=24 
Rustica  Paniculatae  Nicotiana knightiana Goodsp  120 2n=24 
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(cepellones) que contenían una mezcla de materia or-
gánica y zeolita (1:1), siguiendo la tecnología de
bandejas flotantes.  Las mismas se colocaron en con-
diciones de cultivo protegido o túneles con luz y tem-
peratura natural (19).  Pasados los 45  días, las plan-
tas se trasplantaron al campo sobre suelo pardo
sialítico, donde la fertilización, el riego y las atencio-
nes fitosanitarias se realizaron según lo establecido
por Espino (19) para el cultivo del tabaco. Las mues-
tras se extrajeron de plantas de 60 días de trasplanta-
das, para lo cual se colectaron al azar hojas jóvenes y
sanas de cinco individuos por especie.
Análisis bioquímicos
Los extractos foliares se obtuvieron a partir de 5g
de las hojas colectadas de cada especie, macerados
con 10 gotas de una solución de sacarosa al 20% y
se conservaron a -15oC hasta su utilización. Las co-
rridas electroforéticas se realizaron en gel de
poliacrilamida (PAGE), utilizando una cámara de co-
rrida en lámina vertical y sistema de tampones
discontinuos de Tris–glicina 0,04M pH 8,3; con una
intensidad de la corriente de 50mA (17).
Para cada sistema estudiado se aplicaron las
tinciones específicas (Tabla 2). Después de teñidos
los geles se lavaron con agua destilada y se conser-
varon en una solución de ácido acético al 10% hasta
el momento en que se midieron las movilidades
electroforéticas (17). Se realizaron dos réplicas por
muestra en cada gel y estos se repitieron tres veces
para cada sistema analizado.
Análisis estadístico
Para determinar los patrones de bandas de las
isoenzimas y las proteínas totales de las especies
estudiadas se aplicó el programa MAT-GEN (22). A
partir de los resultados obtenidos se construyó la
matriz binaria, asignándosele a la presencia de ban-
das (1) y a la ausencia (0) para cada sistema. La mis-
ma se procesó por el paquete de programas estadís-
ticos NTSYS-PC versión 2.1 (23), se empleó el  coefi-
ciente de Dice (24) y se aplicó el método de las me-
dias aritméticas de grupos no ponderados (UPGMA)
del programa SAHN  para producir el dendrograma.
Los grupos en este se formaron a partir del 50% de
afinidad.
RESULTADOS
Para las isoenzimas peroxidasas (Fig. 1) aparece
un total de 12 bandas, todas  polimórficas, lo que favo-
rece que se presenten diez zimotipos, cada uno propio
para las especies estudiadas. Nicotiana alata Link et
Otto presenta el mayor número de isoformas con once
bandas y el menor número aparece en la especie
Nicotiana suaveolens Lehm. con cinco bandas.
El zimograma para el sistema isoenzimático
polifenoloxidasas (Fig. 2), presenta un total de siete
bandas y solamente la sexta es común a las diez es-
pecies. Se observan cinco zimotipos diferentes, don-
de las especies N. alata, N.glutinosa L., N. debneyi
Domin., N. ingulba J.M. Black., N. trigonophylla Dunal.
y N. velutina Wheeler, muestran patrones de bandas
idénticos y son además las que poseen el total de
isoformas. La especie N. knightiana Goodps. sólo pre-
senta tres bandas, siendo la especie de menor nú-
mero dentro del sistema. El polimorfismo obtenido en
este caso permite diferenciar las especies N. longiflora
Cav., N. suaveolens, N. knightiana y N. megalosiphon
Van Huerck and Mull Arg. ya que para el resto resultó
ser monomórfico.
TABLA 2. Sistemas electroforéticos, concentración del gel de separación y métodos de tinción empleados para su 
estudio./ Electrophoretic systems, separation gel concentration and staining methods used for the study 
Sistemas y Nomenclatura % Gel separador Métodos de Tinción 
Peroxidasas (PER) (E.C.1.11.1.7) 8,5% Román (20) 
Polifenoloxidasas(PPO) (E.C.1.10.3.1) 10% Román (20) 
Esterasas (EST) (E.C.3.1.1) 10% Román (20) 
Anhidrasa carbónica (AC) (E.C.4.2.1.1.) 8,5% Román (20) 
Superóxido dismutasa (SOD) (E.C.1.15.1.1) 8,5% Wendel y Weeden (21) 
Diaforasas (DIA) (E.C.1.6.4.3) 8,5% Wendel y Weeden (21) 
Fosfatasas ácidas (ACP) (E.C.3.1.3.2) 8,5% Wendel y Weeden (21) 
Fosfatasas alcalinas (ALCP) (E.C.3.1.3.1) 8,5% Wendel y Weeden (21) 
Enzima málica (ME) (E.C.1.1.1.40) 8,5% Wendel y Weeden (21) 
Proteínas Totales (PT) 10% Román (20) 
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En el sistema esterasas se puede observar un total
de nueve bandas (Fig 3); la número  cinco es común a
todos los materiales y la seis sólo se encuentra au-
sente en la especie N. alata. En este sistema se pre-
senta un total de seis zimotipos, uno de los cuales es
común a las especies N. glutinosa, N. ingulba Black y
N. megalosiphon. El mayor número de isoformas co-
rresponde a la especie N. trigonophylla con seis
bandas y el menor a las especies N. suaveolens y N.
knightiana con dos bandas, las que tienen zimotipos
comunes.
Las especies N. debneyi y N. velutina presentan
también idéntico patrón de bandas. La banda de ma-
yor migración anódica sólo aparece en N.alata, lo que
la hace diferente del resto de las especies estudiadas.
Al observar el zimograma del sistema anhidrasa
carbónica (Fig. 4) se detecta un total de nueve ban-
das, sólo la quinta  es común a todos los materiales.
Este sistema presenta siete zimotipos diferentes, ya
que coinciden las especies N. longiflora y N. knightiana
con cuatro bandas. Las especies N. debneyi, N.
suaveolens y N. velutina presentan idénticos patro-
nes electroforéticos con el menor número de bandas
(dos), mientras que las especies N. alata, N.
trigonophylla y N. megalosiphon muestran el mayor
número de bandas (seis).
En el zimograma del sistema superóxido dismutasa
(Fig. 5) aparecen un total de siete bandas y solamen-
te la sexta está presente en todos los materiales. Exis-
ten ocho zimotipos diferentes y sólo coinciden en su
patrón de bandas las especies N. suaveolens y N.
knightiana, así como N. alata y N. debneyi; estas últi-
mas conjuntamente con N. longiflora presentan el
menor número de bandas (dos), mientras que la es-
pecie N. trigonophylla posee el mayor número de ban-
das (cinco).
Para las isoenzimas diaforasas (Fig. 6) se presen-
tan un total de nueve bandas, la cuarta es común a
todas las especies y la banda cinco está ausente sólo
en N. knightiana. Se muestran nueve zimotipos dife-
rentes, N. alata y N. suaveolens tiene el mayor núme-
ro de bandas (seis) y la especie N. velutina el menor
con tres bandas solamente.
FIGURA 1. Zimograma de peroxidasas para las 10 espe-
cies del género Nicotiana./ Peroxidase zymogram for the
10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
FIGURA 2. Zimograma de polifenoloxidasas para las 10
especies del género Nicotiana./ Polyphenol oxidase
zymogram for the 10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
FIGURA 3. Zimograma de esterasas para las 10 especies
del género Nicotiana./ Esterase Peroxidase zymogram for
the 10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
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En el sistema fosfatasas ácidas (Fig. 7) se puede
observar un total de nueve bandas, todas polimórficas
y cada especie  presenta un zimotipo propio. La es-
pecie N. trigonophylla posee el mayor número de ban-
das con ocho y las especies N. glutinosa y N. debneyi
el menor número de bandas con sólo tres.
En el sistema fosfatasas alcalinas (Fig. 8) se mues-
tran diez  bandas diferentes, donde la cuarta banda
está presente en todas las especies; sin embargo es
posible identificar zimotipos propios para cada una de
ellas. La especie N. trigonophylla presenta el mayor
número de bandas (seis) y N. suaveolens el menor
número de bandas (dos).
Los resultados correspondientes a la enzima
málica se muestran en la Figura 9 en la que se obtie-
ne un total de 13 bandas diferentes, ninguna común a
todos los materiales, cada especie presenta un
zimotipo propio. La especie N. trigonophylla posee el
mayor número de bandas con un total de nueve y las
especies N. knightiana y N. velutina el menor núme-
ro de bandas, con solo dos ubicadas en diferentes
posiciones.
FIGURA 4. Zimograma de anhidrasa carbónica para las
10 especies del género Nicotiana./ Carbonic anhidrase
zymogram for the 10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
FIGURA 5. Zimograma de superóxido dismutasa para las
10 especies del género Nicotiana./ Superoxide dismutase
zymogram for the 10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
FIGURA 6. Zimograma de diaforasas para las 10 especies
del género Nicotiana./ Diaphorase zymogram for the 10
species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
FIGURA 7. Zimograma de fosfatasas ácidas para las 10 es-
pecies del género Nicotiana./ Acid phosphatase zymogram
for the 10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
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Al analizar el proteinograma (Fig. 10)  se observa
un total de 24 bandas. Las número 12 y 13 son comu-
nes a todas las especies. N. trigonophylla es la que
presenta un mayor número de isoformas con un total
de 19 y N. knightiana el menor número con nueve
bandas. Esta distribución de bandas hace que no exis-
tan especies con el mismo patrón, aunque  las mayo-
res similitudes se encuentran entre las especies N.
velutina y N. megalosiphon con 14 bandas comunes
y las especies N. trigonophylla y N. suaveolens que
poseen 13 bandas comunes.
Los resultados del análisis cuantitativo de los
electroforetogramas, para las especies estudiadas se
muestran en la Tabla 3. Se observa un alto grado de
variabilidad, ya que de 110 bandas analizadas el 92,7%
resultaron polimórficas. Los sistemas peroxidasas,
fosfatasas ácidas, fosfatasas alcalinas y la enzima
málica así como las proteínas totales presentaron los
mayores valores de polimorfismo y coincide con los
que presentan zimotipos propios para cada especie.
El porcentaje de polimorfismo para cada sistema es
alto, superior al 85 % en todos los casos.
En los resultados del análisis de conglomerado de
las 10 especies del género Nicotiana para los nueve
sistemas isoenzimáticos analizados y proteínas tota-
les se aprecia la formación de dos grupos a partir de
un índice de similitud de 0.50 (Fig. 11). En el grupo I
se incluyen las especies estudiadas pertenecientes
al subgénero Petunioide y en el grupo II, la especie N.
knightiana del subgénero Rustica.
Dentro del grupo l se puede distinguir la formación
de tres subgrupos. En el l-a se incluyen las especies
N. longiflora y N trigonophylla, pertenecientes a las
secciones Alatae y Trigonophyllae respectivamente.
En el subgrupo l-b se incluyen las especies N. debneyi,
N. ingulba, N. suaveolens, N. velutina y N.
megalosiphon, todas pertenecientes a la sección
Suaveolentes. El subgrupo l-c incluye las especies N.
alata y N. glutinosa las que pertenecen a las seccio-
nes Alatae y Undulatae, respectivamente.
DISCUSIÓN
A pesar del desarrollo alcanzado en los estudios
genéticos por los marcadores moleculares basados
en el ADN, los análisis isoenzimáticos han demostra-
do mantener su utilidad en la determinación de la di-
versidad genética en poblaciones, géneros y espe-
cies. Las técnicas isoenzimáticas son relativamente
económicas, prácticas y factibles de utilizar,  aún cuan-
do se analiza un gran número de muestras, ya que
mediante la comparación de los patrones de bandas
de las isoenzimas analizadas, se puede proporcionar
una estimación del grado de relación genética entre
los genotipos analizados (17,25).
En un análisis de conjunto  de todos los sistemas
electroforéticos empleados se observa el alto nivel de
polimorfismo obtenido para las especies analizadas,
lo que demuestra la variabilidad genética presente
entre ellas. Estos resultados contrastan con los bajos
niveles de polimorfismo obtenidos por Pérez (6) y
Rodríguez (7) (21,9% y 23% respectivamente), en
estudios realizados en variedades comerciales de N.
FIGURA 8. Zimograma de fosfatasas alcalinas para las 10
especies del género Nicotiana./ Alkaline phsphatase
zymogram for the 10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
FIGURA 9. Zimograma de enzima málica para las 10 es-
pecies del género Nicotiana./ Malic enzyme zymogram for
the 10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N. glutinosa
(99), N. debneyi (102), N. ingulba (109), N. trigonophylla
(113), N. suaveolens (117), N. knightiana (120), N. velutina
(124), N. megalosiphon (127).
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FIGURA 10. Proteinograma para las 10 espe-
cies del género Nicotiana./ Proteinogram for the
10 species of the genus Nicotiana.
Leyenda: N. longiflora (94), N. alata (98), N.
glutinosa (99), N. debneyi (102), N. ingulba
(109), N. trigonophylla (113), N. suaveolens
(117), N. knightiana (120), N. velutina (124), N.
megalosiphon (127).
TABLA 3. Análisis cualitativo de los electroforetogramas de las especies del género Nicotiana./ Quantitative analysis 
of the electrophoretograms of Nicotiana species 
 
Sistemas isoenzimáticos Total de bandas Total de bandas 
polimórficas 
Porcentaje de 
polimorfismo 
Peroxidasas 12 12 100 
Polifenoloxidasas 7 6 85,7 
Esterasas 9 8 88,8 
Anhidrasa Carbónica 9 8 88,8 
Superóxido Dismutasa 7 6 85,7 
Diaforasas 9 8 88,8 
Fosfatasas Ácidas 9 9 100 
Fosfatasas Alcalinas 11 10 90,9 
Enzima Málica 13 13 100 
Proteínas Totales 24 22 91,6 
Total 110 102 92,7 
 
FIGURA 11. Dendrograma que representa las afinidades genéticas entre las 10 especies silvestres analizadas del banco de
germoplasma del género Nicotiana en Cuba./ Dendrogram representing the genetic affinities among the ten wild species
analyzed from the germplasm bank of the genus Nicotiana in Cuba.
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tabacum con el empleo de los mismos sistemas, todo
lo cual evidencia la necesidad de incrementar la va-
riabilidad genética en los cultivares de tabaco y de-
muestra las potencialidades que tienen las especies
silvestres en este sentido.
Por otra parte, el hecho de obtener patrones de
bandas propios de cada especie para los sistemas
peroxidasas, fosfatasas ácidas, fosfatasas alcalinas
y enzima málica, así como las proteínas totales, per-
mite considerarlos como marcadores de gran im-
portancia en la identificación del genoma y recomen-
darlos en la caracterización de especies del banco de
germoplasma del género Nicotiana.
En la literatura revisada sólo se encontró el traba-
jo de Smith et al. (26), en el que utiliza los dos siste-
mas isoenzimas peroxidasas y esterasas como mar-
cadores para determinar las relaciones genéticas en-
tre un grupo de especies de este género, incluidas
todas las analizadas en la presente investigación. Los
resultados obtenidos para las isoenzimas peroxidasas
coinciden plenamente con los informados por estos
autores, en cuanto al rango en que se encuentra el
número de bandas obtenidos para las especies, el no
obtener alguna banda común a todas las especies y
por tanto propia del género, así como la obtención de
patrones de bandas propios de cada especie.
Sin embargo, en cuanto a los resultados informa-
dos por dichos autores para las esterasas, no existe
coincidencia con los resultados obtenidos en este tra-
bajo pues informaron un mayor número de bandas
(15). Además, no aprecian bandas propias del géne-
ro, aunque detectan zimotipos propios de cada espe-
cie. Las diferencias encontradas pueden deberse a
que, aunque son las mismas especies, las condicio-
nes de cultivo y época en que se realizó la investiga-
ción fueron diferentes y se conoce que las isoenzimas
son marcadores de expresión génica por lo que están
influidas por las condiciones ambientales.
Varios autores informan la utilidad de los marcado-
res bioquímicos en el análisis de especies que resul-
tan imposibles de diferenciar por sus características
morfológicas. Tal es el caso  de Astragalus gossypinus
Fisch y Astragalus persicus Fisch. and C.A.Mey de la
familia Fabaceae, donde los sistemas superóxido
dismutasa, esterasas y peroxidasas tuvieron importante
contribución por su alto polimorfismo (27). Igualmente,
han sido aplicados en la identificación de especies sil-
vestres diploides de trigo (Triticum boeoticum Bioss. y
Triticum uratum Thumanian ex Gandilyan), con el em-
pleo de las isoenzimas peroxidasas, polifenoloxidasas
y superóxido dismutasa. Estos sistemas tienen un rol
muy importante en los mecanismos de defensa de
las plantas, además de considerarse estables en la
expresión enzimática y son confiables para los estu-
dios genéticos (28).
Los resultados publicados de diferentes investiga-
ciones afines confirman la eficiencia de los sistemas
peroxidasas, polifenoloxidasas, esterasas y anhidrasa
carbónica en la identificación de especies en varios
géneros como Nicotiana (29), Eucaliptus (30),
Swietenia (31) y Musa (20). Mientras que al analizar
11 especies mexicanas de Datura (Solanaceae) los
sistemas superóxido dismutasa y diaforasas  fueron
los más importantes (32).
Finalmente, al analizar los resultados del
dendrograma, se puede apreciar que la formación de
los grupos está en correspondencia con la categoría
taxonómica de subgénero, pues en el grupo I se in-
cluyen todas las especies pertenecientes al subgénero
Petunioides y el grupo II lo integra la única especie
estudiada perteneciente al subgénero Rustica (4). Sin
embargo, en el caso de los subgrupos formados den-
tro del grupo I las especies que lo componen no se
corresponden con la categoría de sección; ya que las
dos especies pertenecientes a la sección Alatae se
separan en subgrupos diferentes y se relacionan a
miembros de otras secciones. De esta forma, N.
longiflora se une a N. trigonophylla de la sección
Trigonophyllae en el subgrupo I (a), aún cuando es-
tas especies no coinciden en su comportamiento frente
al moho azul y tienen diferente número cromosómico,
2n=2x=20 y 2n=2x=24, respectivamente. Por otra
parte, N. alata se une a la especie N. glutinosa de la
sección Undulatae para formar el subgrupo I(c), aun-
que ambas coinciden en ser susceptibles al moho azul
y tienen números cromosómicos diferentes, 2n=2x=18
y 2n=2x=24, respectivamente.
Sin embargo, todas las especies estudiadas per-
tenecientes a la sección Suaveolentes integran el
subgrupo I(b), coinciden en ser resistentes al moho
azul y de origen australiano. Esta sección se caracte-
riza porque presenta números cromosómicos diferen-
tes, N. suaveolens y N. velutina poseen 2n=2x=32, N.
ingulba y N. megalosiphon 2n=2x=40 y el anfidiploide
N. debneyi 2n=4x=48 cromosomas. Se plantea que
esta variación dentro de la sección pudo deberse a
que la misma se originó a partir de un ancestro
anfidiploide con 2n=4x=48 y que producto de sucesi-
vos eventos de aneuploidía y reordenamientos en el
complemento cromosómico pudieron haber evolucio-
nado las distintas especies con diferente número de
cromosomas (8). La especie N. knightiana la única
que integra el grupo II es susceptible al moho azul y
con número  cromosómico  2n=2x=24.
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Los resultados obtenidos confirman la validez y uti-
lidad de la aplicación de los marcadores bioquímicos
al permitir la caracterización de las especies estudia-
das y agruparlas de acuerdo a sus afinidades
genéticas. Esta información puede ser utilizada en los
programas de mejoramiento genético de la especie
comercial N. tabacum. para planificar cruzamientos
inter específicos que posibiliten ampliar la variabili-
dad genética de la misma. Es de destacar que no se
ha encontrado referencia alguna de estudios
isoenzimáticos desarrollados en especies silvestres
del género Nicotiana en Cuba, por lo que esta inves-
tigación podría considerarse como la primera que se
desarrolla en tal sentido.
A pesar de la utilidad demostrada de los marcado-
res bioquímicos para la caracterización de la
variabiabilidad genética, hay que tener en cuenta las
limitaciones de los mismos. Las isoenzimas presen-
tan ciertas desventajas para detectar todas las posi-
bles diferencias a nivel de ADN. Esto se debe a las
modificaciones que sufren los ARN en los procesos
post-transcripcionales, la redundancia del código
genético y al hecho de que no todas las sustituciones
de aminoácidos provocan alteraciones en las movilida-
des electroforéticas (17). La técnica también presenta
la limitante de ser sólo válida para el estudio de genes
estructurales que codifican para proteínas  solubles;
además de que la actividad enzimática depende de la
edad, el tipo de tejido utilizado y la conservación del
mismo (33). Por todo ello es recomendable comple-
mentar los estudios bioquímicos con análisis median-
te marcadores moleculares de ADN y, de esta mane-
ra, profundizar en el conocimiento de la variabilidad
genética existente entre las especies del género
Nicotiana.
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